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論　文　内　容　要　旨
［目　的］
イソスリソ受容体はαおよびβ－Subunitのheterotetramerとして存在しα－Subunitへのイソス
リソの結合に引き続きβ－Subunitの自己リソ酸化およびtyrosine kinaseの活性化を生ずる。近年
tyrosine kinase活性の障害された変異イソスリソ受容体に関する研究よりイソスリソ結合後のシグ
ナル伝達におけるtyrosine kinaseの活性化の重要性が示されている。今回われわれは典型的なA型
イソスリソ受容体異常症の臨床像を示し、イソスリソ受容体結合は正常であった症例においてイソス
リソ受容体遺伝子の解析を行ない、イソスリソ受容体kinase domainにヘテロ接合体として存在する
点突然変異を同定した。さらに同定された変異を持つイソスリソ受容体cDNAを作成しCOS7細胞に
transfectionし変異イソスリソ受容体を発現させてその機能解析を行なった。
［方　法］
（1）症例：16歳女性。色素沈着、多毛、黒色表皮症を認め乳房発育は不良で陰核肥大を呈し、多
幸胞性卵巣を認めた。空腹時血糖111mg／dl、LIRIlO2FLU／ml、75gOGTTで糖尿病型および高イソス
リソ血症を認めた。両親に近親婚はなく母および弟に耐糖能障害、高イソスリソ血症を認めた。父は
正常であった。（2）培養リソパ球のイソスリソ結合の測定：EBviruSにより　transformLた培養
リソパ球を用い15℃、2時間酵置し特異的結合を測定した。（3）イソスリソ受容体遺伝子のdirect
sequence：培養リソパ球より得たgenomic DNAをtemplateとしてイソスリソ受容体遺伝子の22
個の全exonをPCR法にて増幅しdideoxy chain termination法にてdirect sequenceを行なった。
（4）Allele，SpeCific oligonucleotide hybridization：イソスリソ受容体遺伝子のexon17を増幅
しwild－typeおよびmutant oligonucleotide probeを用いてhybridizationを行なった。（5）Site
－directedmutagenesis：イソスリソ受容体発現vectorであるpGEM3SVliIRのEcoRI－SpeIfrag
mentをpBluescriptⅡSK＋にsubcloningLた後Kunkel法にてsite－directedmutagenesisを行なった。
（6）変異イソスリソ受容体の発現：作成した変異イソスリソ受容体発現vectorをDEAE－dextran
法にてCOS7細胞にtransfectionした。（7）部分精製イソスリソ受容体のイソスリソ結合：Trans
fectionの72時間後COS7細胞をTriton X－100にて可溶化LWGAにて部分精製した。イソスリソ結
合は4℃、16時間酵置し特異的結合を測定した。（8）イソスリソ受容体の自己リソ酸化：部分精製
したイソスリソ受容体にて4℃、16時間刺激した後γ－［32p］ATP（50FLM）存在下に、4℃、10
分間反応させ免疫沈降後SDS－PAGEにて解析した。
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［結　果］
（1）培養リソパ球のイソスリソ結合およびイソスリソ受容体の自己リソ酸化：イソスリソ結合は正
常下限、イソスリソ受容体の自己リソ酸化は正常の約2分の1であった。（2）イソスリソ受容体遺
伝子のmissense mutationの同定：Direct sequenceおよびal1ele，SpeCific oligonucleotide hybridi
zationにてexon17にAlalO48→Aspのmissense mutationがヘテロ接合体で認められた。また制限酵素
StuIによる消化の結果から患者の母および弟も同じ変異のヘテロ結合体であることが示された。（3）
変異イソスリソ受容体の発現：COS7細胞に発現させた変異イソスリソ受容体のイソスリソ結合は正
常イソスリソ受容体と同様であった。（4）変異イソスリソ受容体の自己リソ酸化：変異イソスリソ
受容体のイソスリソ刺激による自己リソ酸化は著明な低下を認めた。
［考　察］
典型的なA型イソスリソ受容体異常症の臨床所見を示した患者において同定されたイソスリソ受容
体遺伝子の新しい変異AlalO48・→Aspはイソスリソ受容体β－Subunitのkinasedomainに位置しこの変
異をもつイソスリソ受容体はイソスリソ結合は正常であるが自己リソ酸化の著明な低下を認めた。し
たがって患者のイソスリソ抵抗性は変異イソスリソ受容体のkinase活性の低下によると考えられた。
AlalO48は多くのprotein－tyrOSine kinaseにおいて保存されておりまた隣接するGlulO47はすべてのseri
ne／threonine kinaseおよびtyrosine kinaseにおいて保存されていてATP結合に関与していると考
えられている。したがってATP結合に異常を生じる結果kinase活性の低下を生じている可能性が示
唆された。患者の母および弟もイソスリソ抵抗性を示し同じ変異を持っていたが典型的なA型イソス
リソ受容体異常症の臨床所見を示さず、したがって患者には兄いだされたイソスリソ受容体の変異以
外の要因が関与している可能性も考えられた。このようにイソスリソ受容体kinase domainにヘテロ
の異常を持つ症例がイソスリソ非依存性糖尿病患者の一部に存在すると考えられた。
［結　論］
患者イソスリソ受容体遺伝子上にヘテロ結合体として存在する点突然変異Alal叫→Aspが変異イソ
スリソ受容体のkinase活性の低下によりイソスリソ抵抗性を惹起していると考えられた。、
学位論文審査の結果の要旨
本研究はA型イソスリソ受容体異常症の1症例（JA－1）につき、そのイソスリソ抵抗性の機序
の解明のためイソスリソ受容体遺伝子の解析を行ない、さらに同定された変異を持つイソスリソ受容
体cDNAを作成しこれをCOS7細胞にトラソスフェクショソして発現させた変異イソスリソ受容体の
機能解析を試みたものである。
得られた結果は以下の通りである。
1）患者培養リソパ球ではイソスリソ受容体の蛋白量、サブユニット構造およびイソスリソ結合は正
常であった。
2）患者のイソスリソ受容体遺伝子の解析を行ない、ヘテロ接合体のmissense mutation、Alal叫→
AsplO48（GCC→GAC）を認めた。高度のイソスリソ抵抗性を示した母および弟も同じ変異のヘテロ
接合体であることが示された。
3）変異イソスリソ受容体cDNAのCOS7細胞へのトラソスフェクショソにより発現させた変異イソ
スリソ受容体は発現量、サブユニット構造およびイソスリソ結合は正常であった。しかしイソスリソ
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刺激による自己リソ酸化および外因性基質リソ酸化の著明な低下を認めイソスリソ結合後のシグナル
伝達の障害が示唆された。
実験結果は患者イソスリソ受容体遺伝子上にヘテロ接合体として存在する点突然変異AlalO48→AsplO48
が変異イソスリソ受容体のkinase活性の低下によりイソスリソ抵抗性を惹起していることを強く示唆
した。さらに変異を持つ患者のphenotypeを修飾する要因、変異のイソスリソ作用に及ぼす影響、変
異受容体のkinase活性の低下を生ずる生化学的畿序の解明が今後の課題であることを示した。
本研究はイソスリソ受容体異常症のイソスリソ抵抗性について受容体遺伝子の面から解析を加えた
ものであり、その発症楼序の解明は、臨床病因論からまた細胞生物学からも興味深いと考えられる。
以上より本研究は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。
